白血病细胞对化疗药物耐药是白血病细胞残留的可能机制之一，这些耐药的白血病细胞在病程中获得特殊的免疫表型，从而逃避免疫细胞的识别和杀伤[@b1]。研究表明免疫细胞可以通过NKG2D受体和配体的相互作用介导对肿瘤细胞的识别和杀伤，降低肿瘤细胞表面NKG2D配体的表达可以逃避免疫细胞的免疫监督[@b2]--[@b3]。以前的研究表明肿瘤细胞耐药与STAT3磷酸化水平升高有关，抑制STAT3磷酸化可以增加对化疗药物的敏感性[@b4]。另外，STAT3磷酸化水平升高可降低肿瘤细胞表面NKG2D配体的表达水平[@b5]，抑制STAT3活性可以增加NKG2D配体的表达，增加免疫细胞对肿瘤细胞的杀伤作用[@b6]--[@b7]。我们通过调控K562/A02细胞表面NKG2D配体的表达，以阐明耐药白血病细胞逃逸免疫细胞识别和杀伤的可能机制。

材料与方法 {#s1}
==========

1．细胞及主要试剂：K562细胞由苏州大学附属医院陈苏宁教授惠赠。K562/A02细胞购于中国医学科学院血液学研究所。流式细胞术分析用抗体CD3-Percp、CD56-FITC、NKG2D-PE均购于美国BD公司, MICA/B-PE、ULBP2-FITC购于美国R&D公司。抗STAT3抗体、抗磷酸化（p）STAT3（Tyr705）抗体、抗GAPDH抗体购于美国Cell Signaling公司。STAT3抑制剂购于德国Calbiochem公司。流式细胞仪（BD FACS Canto Ⅱ）为美国BD公司产品。

2．CIK细胞培养及鉴定：CIK细胞由我院中心实验室规范制备，采取健康人外周血约5 ml（已获得伦理委员会批准），应用淋巴细胞分离液分离单个核细胞，按照2×10^6^/ml浓度分装至含IL-2、抗CD3抗体、IFN-γ培养液的培养瓶内，在5%CO~2~、37 °C培养箱内培养，每隔2\~3 d换液1次，2周后收集CIK细胞。锥虫蓝染色检测细胞活性，取活细胞在80%以上的细胞群；流式细胞术分析培养细胞的细胞亚群，并检测细胞表面NKG2D受体的表达，超过85%的CIK细胞表面高表达NKG2D受体。

3．白血病细胞株的培养：K562细胞用含有10%灭活胎牛血清（FBS）、100 U/ml青霉素和100 µg/ml链霉素的PRMI 1640培养液，K562/A02细胞培养液在K562细胞培养液的基础上加入1 µg/ml多柔比星以保持细胞的耐药性，均置于5% CO~2~、37 °C培养箱内常规培养。

4．流式细胞术测定细胞表面NKG2D配体的表达：取100 µl密度为1×10^5^细胞/ml的细胞，分别加入4 µl荧光素标记的抗MICA/B、抗ULBP2抗体，4 °C避光孵育30 min后用PBS洗2遍，用300 µl PBS悬浮后上机检测MICA/B、ULBP2的表达水平，结果以平均荧光强度值（MFI）表示。实验重复3次。

5．Western blot法检测细胞内STAT3蛋白表达：收集K562细胞和K562/A02细胞，利用含有磷酸化酶抑制剂以及蛋白酶抑制剂的M-PER蛋白试剂提取细胞内总蛋白。每个电泳孔加入50 µg蛋白，用100 g/L SDS-PAGE分离蛋白，聚偏氟乙烯膜（PVDF）转膜后，用50 g/L脱脂奶粉溶液封闭。目标蛋白单克隆抗体在4 °C孵育过夜，TBST洗膜5次后，二抗稀释液室温孵育2 h，应用ECL化学发光显色，Image J进行灰度值分析，以GAPDH作为内参进行灰度分析。

6．CIK细胞对白血病细胞杀伤作用的检测及抗NKG2D抗体阻断实验：流式细胞术检测CIK细胞对白血病细胞的细胞毒性作用，靶细胞（K562、K562/AO2）预先用0.1 µmol/L Calcein acetoxymethyl ester（CAM）孵育15 min，然后用培养液重新调整细胞密度，根据不同的效应细胞∶靶细胞比值，和CIK细胞一起混合于96孔板中，在37 °C、5% CO~2~条件下孵育10 h后用PBS洗1次，然后用结合缓冲液混悬细胞，加入7-AAD抗体在常温中孵育15 min后上流式细胞仪检测特异性杀伤活性。特异性杀伤活性按下式计算：特异性杀伤率（%）=（CT-TE/CT）×100%（CT表示对照孔中活细胞率；TE表示测试管中活细胞率）。抗体阻断实验：CIK细胞和20 µg/ml抗NKG2D抗体预先共孵育30 min，然后再与靶细胞一起混合于孔板中。

7．统计学处理：采用SPSS13.0软件进行统计学分析。实验数据用均数±标准差表示，两组间比较用*t*检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．白血病细胞表面NKG2D配体及STAT3表达水平：流式细胞术检测结果显示，K562/A02细胞表面MICA/B和ULBP2的表达水平较K562细胞明显下降（MICA/B：124±21对185±23，*t*=3.393，*P*=0.028；ULBP2：685±118对1 286±216，*t*=4.229，*P*=0.013）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}），表明耐药白血病细胞表面NKG2D配体表达降低。我们用Western blot法检测K562细胞和K562/A02细胞内p-STAT3表达水平，结果显示K562/A02细胞内p-STAT3（Tyr705）水平明显升高（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![流式细胞术检测K562细胞和K562/A02细胞表面NKG2D配体的表达水平（绿色为K562细胞，红色为K562/A02细胞）](cjh-39-03-251-g001){#figure1}

![Western blot法检测K562细胞和K562/A02细胞内STAT3和p-STAT3表达水平](cjh-39-03-251-g002){#figure2}

2．抑制p-STAT3表达对K562/A02细胞表面NKG2D配体表达的影响：2 µmol/L STAT3抑制剂处理K562/A02细胞24 h后，采用流式细胞术检测K562/A02细胞表面的NKG2D配体的表达水平，结果显示细胞表面MICA/B和ULBP2的表达明显升高（MICA/B：162±19对124±21, *t*=3.392，*P*=0.028；ULBP2：1 045±98对685±118，*t*=4.065，*P*=0.015）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![流式细胞术检测STAT3抑制剂处理前后K562/A02细胞表面NKG2D配体的表达（红色为对照，绿色为未加STAT3抑制剂，橙黄色为加STAT3抑制剂）](cjh-39-03-251-g003){#figure3}

3．CIK细胞对K562/A02细胞的杀伤活性：以NKG2D受体表达较高的CIK细胞为效应细胞，与CAM标记STAT3抑制剂处理前后的K562/A02细胞共培养24 h，采用流式细胞术检测CIK细胞对K562/A02细胞的杀伤作用。结果显示CIK细胞对STAT3抑制剂处理后的K562/A02细胞杀伤性明显增加（*P*=0.006）（[图4A](#figure4){ref-type="fig"}）；用20 µg/ml抗NKG2D抗体预先处理CIK细胞后，当效应细胞∶靶细胞比值为5时，CIK细胞对K562/A02细胞的杀伤性明显降低（*P*=0.023）（[图4B](#figure4){ref-type="fig"}）。

![流式细胞术检测CIK细胞对K562/A02细胞的杀伤活性（实验重复3次）\
A：STAT3抑制剂处理前后K562/A02细胞对CIK细胞的敏感性；B：加入抗NKG2D抗体前后，STAT3抑制剂处理后的K562/A02细胞对CIK细胞的杀伤敏感性。\**P*\<0.05](cjh-39-03-251-g004){#figure4}

讨论 {#s3}
====

NKG2D是免疫细胞识别和杀伤肿瘤细胞重要的活化性受体，主要表达于NK细胞、T细胞和一些其他免疫细胞表面[@b8]。近年来研究发现免疫细胞能通过其表面NKG2D受体识别白血病细胞表面NKG2D配体产生抗白血病效应[@b9]--[@b10]，已经发现NKG2D特异的配体分子包括两大类，MHC Ⅰ类链相关基因A/B（MICA/B）和ULBP结合蛋白分子（ULBP），是NKG2D发挥杀伤作用的主要配体，NKG2D配体主要表达于肿瘤细胞和病毒感染的细胞表面，而正常组织中并不表达，在细胞周期压力等病理条件下它们的表达上调[@b11]--[@b12]。肿瘤细胞表面NKG2D配体的表达水平可影响免疫细胞对其识别和杀伤[@b2]--[@b3],[@b13]。我们的研究结果显示，K562/A02细胞表面NKG2D配体的表达明显降低，因此可以逃逸免疫细胞的识别和杀伤，这可能是耐药白血病细胞在体内残留的基础。

STAT3是信号传导与转录激活因子蛋白家族，已有多项研究表明激活的STAT3在肿瘤耐药和肿瘤免疫逃逸中起重要作用[@b4],[@b6]。STAT3磷酸化可调控肿瘤细胞表面NKG2D配体的表达，通过下调NKG2D配体分子（MICA）的表达水平，降低免疫细胞的杀伤活性，促成肿瘤细胞免疫逃逸[@b5]，其机制之一为STAT3可与靶细胞核内MICA启动子区域特异性结合，对后者的转录和表达发挥负调控作用[@b14]。抑制STAT3的活性，可以上调肿瘤细胞表面NKG2D配体的表达，增强肿瘤细胞对免疫细胞杀伤的敏感性[@b6]--[@b7],[@b10],[@b15]，我们的研究结果显示K562/A02细胞内p-STAT3水平明显升高，用抗STAT3抗体处理K562/A02细胞后，细胞表面NKG2D配体的表达上调，这说明耐药白血病细胞中p-STAT3的水平可以调节细胞表面NKG2D配体的表达。以前的研究表明肿瘤细胞表面NKG2D配体的表达水平影响免疫细胞对其识别和杀伤，我们用NKG2D受体表达较高的CIK细胞作为效应细胞，发现CIK细胞对STAT3抑制剂处理后的K562/A02细胞的杀伤作用明显增加，用抗NKG2D抗体预处理CIK细胞后，CIK细胞对K562/A02细胞的杀伤作用明显减弱，说明CIK细胞对K562/A02细胞的杀伤作用部分是通过NKG2D受体和配体的相互作用来实现的。

因此，我们的研究表明耐药白血病细胞内p-STAT3水平升高，导致细胞表面NKG2D配体的表达降低，从而逃避了免疫细胞的识别和杀伤，这可能是耐药白血病细胞在体内持续残留的重要原因之一。抑制耐药白血病细胞内STAT3活性可能是解决耐药白血病细胞免疫逃逸的重要方法，上调耐药白血病细胞表面的NKG2D配体的表达，对于增加免疫细胞清除患者体内残留的白血病细胞具有重要的意义。
